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Doenças infecciosas são as principais causas de morte no mundo. Dentre essas 
doenças, a leishmaniose destaca-se no Brasil e no mundo pelo seu caráter endêmico e 
grande incidência, além disso, as manifestações clínicas, que variam das formas 
cutâneas à forma visceral, dependem da espécie do parasito bem como do sistema 
imunitário do indivíduo. O tratamento da doença baseia-se nos compostos antimoniais 
pentavalentes, que apesar de eficazes apresentam grande toxicidade para o hospedeiro 
e induzem mecanismos de resistência dos parasitos. Esses aspectos estimulam os 
estudos para identificar novos compostos voltados ao tratamento da leishmaniose. Os 
peptídeos antimicrobianos são promissores agentes leishmanicida, pois suas 
características estruturais e eletrostáticas lhes permitem interagir com as membranas 
celulares dos parasitos causando seu rompimento. Considerando o efeito microbicida da 
filosseptina-1 (PSN-1) nas formas promastigotas de Leishmania amazonensis e 
considerando que os macrófagos são as principais células envolvidas na patogênese da 
leishmaniose, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito microbicida da PSN-1 nas formas 
amastigotas de L. amazonensis e determinar se esse efeito relaciona-se com a produção 
das espécies reativas de oxigênio ou com a formação dos corpúsculos lipídicos. Formas 
amastigotas axênicas foram obtidas pela incubação de cultivos promastigotas de L. 
amazonensis por 96 horas a 37°C, seguindo-se a infecção dos macrófagos por 8 horas. 
Cultivos infectados foram tratados com diferentes concentrações da PSN-1 (0, 2, 16 e 64 
µg/mL) por 2 h para avaliar o efeito microbicida pela determinação do índice de infecção, 
para determinar no sobrenadante das culturas, a produção de óxido nítrico após 24 h de 
incubação pelo método de Griess e de peróxido de hidrogênio após 1 h de incubação 
pelo método de Pick e Keisari; para a quantificação dos corpúsculos lipídicos utilizou-se o 
método da coloração com óleo vermelho. Os resultados mostraram que, quando 
comparado ao controle basal, o efeito microbicida da filosseptina-1 ocorreu nas três 
concentrações reduzindo o índice de infecção de macrófagos em 52%, 81% ou 96% com 
2, 16 ou 64 µg/mL, respectivamente (p<0,05); a produção de óxido nítrico aumentou com 
as três concentrações de PSN-1 (p<0,05); a produção de peróxido de hidrogênio não foi 
afetada pelo tratamento com as menores concentrações do peptídeo, no entanto a maior 
delas (64 µg/mL) causou redução desse radical, na presença ou não da infecção. O 
índice corpuscular aumentou com a menor concentração do peptídeo (2 µg/mL) devido 
ao aumento no percentual de macrófagos que expressavam corpúsculos lipídicos; o 
tratamento com 16 µg/mL também aumentou o percentual de macrófagos que exibiam 




padrão dose-dependente, em que, a concentração máxima (64 µg/mL) foi capaz de 
reduzir em 96% o índice de infecção dos macrófagos, após 2 horas de incubação com o 
peptídeo. Em conjunto, o efeito das diferentes concentrações da PSN-1 nas formas 
amastigotas de L. amazonensis indicou o potencial desse peptídeo no tratamento da 
leishmaniose.  
 








































Infectious diseases are the leading causes of death worldwide. Among these diseases, 
leishmaniasis stands out in Brazil and in the world for its endemic nature and its 
widespread prevalence; furthermore its clinical manifestations, range from cutaneous 
forms to visceral forms, depending upon the species of the parasite and on the immune 
system of the individual. Disease control is based on treatment with pentavalent 
antimonial compounds, which, while effective, have high toxicity to the host, and induce 
the generation of parasitic resistance mechanisms. These aspects encourage studies to 
identify novel compounds aimed at treating leishmaniasis. Antimicrobial peptides are 
promising leishmanicidal agents because their structural and electrostatic characteristics 
allow them to interact with the cell membranes of parasites causing their breakup. 
Considering the microbicidal effect of phyloseptin-1 (PSN-1) on promastigotes of 
Leishmania amazonensis and considering that macrophages are the main cells involved 
in the pathogenesis of leishmaniasis, the objective of this study was to evaluate the 
microbicidal effect of PSN-1 in amastigotes of L. amazonensis and to determine whether 
this effect is related to the production of oxygen reactive species or the formation of lipid 
bodies. Axenic amastigotes were obtained by incubation of promastigote cultures of L. 
amazonensis for 96 hours at 37 ° C, followed by infection of macrophages for 8 hours. 
Infected cultures were treated with different concentrations of phyloseptin-1 (0, 2, 16 and 
64 µg /mL) for 2 h to evaluate the microbicidal effect by determining the infection rate and 
also to determine the supernatant of cultures producing nitric oxide after a 24 hour 
incubation by the Griess method of hydrogen peroxide after a 1 hour incubation by the 
Pick and Keisari method. For the quantification of lipid bodies we used the method of 
staining with Red Oil. The results showed that compared to the basal control, the 
microbicidal effect of PSN-1 was present in all three doses reducing the infection rate of 
macrophages, after treatment with the peptide or not, by 52%, 81% or 96% with 2, 16 or 
64 µg/mL, respectively (p<0.05); The production of nitric oxide increased with the three 
concentrations of PSN-1 (p<0.05); production of hydrogen peroxide was not affected by 
treatment with lower concentrations of the peptide, however, most of them (64 µg/mL) 
caused a reduction of this radical in the presence or absence of infection. The corpuscular 
index increased with the lowest concentration of the peptide (2 mg/mL) due to the 
increase in the percentage of macrophages expressing lipid bodies; treatment with 16 
µg/mL also increased the percentage of macrophages that exhibited lipid droplets. The 




the maximum concentration (64 µg/mL) was able to reduce in 96% the rate of infection of 
macrophages after 2 hours incubation with the peptide. Altogether, the effect of different 
concentrations of PSN-1 in amastigotes of L. amazonensis indicate the potential of this 
peptide in the treatment of leishmaniasis.  












































A existência de agentes antimicrobianos eficazes é fundamental para o 
combate e controle de doenças infecciosas que são as principais causas de morte 
em todo o mundo. De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde 
(OMS) doenças infecciosas como as do trato respiratório e intestinal, malária, 
leishmaniose, tuberculose e Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) são 
responsáveis por milhões de mortes anualmente em todo mundo. No entanto, 
associado à infecção, o desenvolvimento de mecanismos de resistência por parte 
dos agentes infecciosos aos agentes antimicrobianos tem sido responsável 
também pela dificuldade de controlar essas doenças (WHO 2013).  
Dentre as doenças infecciosas de grande interesse, a leishmaniose era 
considerada uma zoonose de animais silvestres que acometia pessoas em 
regiões rurais, mas que agora é encontrada também de forma autóctone em 
regiões periurbanas (Ministério da Saúde 2010; Santos et al. 2013); no Brasil 
foram identificados 248.834 casos de leishmaniose tegumentar e 33.315 casos de 
leishmaniose visceral entre 2001 e 2010 (Ministério da Saúde 2011). Esta doença 
está presente de forma endêmica em 88 países do mundo e acomete mais de 12 
milhões de pessoas, especialmente nos trópicos.  
A infecção por protozoários do gênero Leishmania, ocorre durante o 
repasto sanguíneo de flebotomíneos (WHO 2013), quando as formas 
promastigotas alcançam o tecido conjuntivo do hospedeiro e são ingeridas por 
células fagocitárias via reconhecimento de lipofosfoglicanos (LPG) e a 
glicoproteína de superfície principal (gp63) dos parasitos (Desjardins & 
Descoteaux 1997) por receptores para padrões moleculares de patógenos 
expressos pelos fagócitos. Uma vez endocitados, os parasitos transformam-se, 
dentro dos vacúolos parasitóforos, nas formas amastigotas esféricas que 
possuem glicocálice de menor espessura, quando comparado com as 
promastigotas, formado por lipofosfoglicano (LPG), glicoesfingolipídeos (GSLs), 
glicoinositolfosfolipídeos (GIPLs) (do próprio parasito ou incorporado da célula 
hospedeira), além de uma pequena quantidade de gp63 (Peder 2006; Kaye & 
Scott 2011). Para estabelecer a infecção, as formas amastigotas multiplicam-se 
por divisão binária, rompem a célula e são liberadas no meio extracelular para 




Estabelecida a infecção, a doença se manifesta de diferentes formas 
clínicas que depende da espécie do parasito e da resposta imunológica do 
hospedeiro (Lupi et al. 2009). Essas formas variam desde úlceras cutâneas 
isoladas e autolimitadas, até as formas desfigurantes mucocutâneas e a forma 
grave visceral. As formas clínicas da leishmaniose são dependentes da resposta 
por linfócitos T (LT) e a resistência ou suscetibilidade à infecção pelo parasito está 
relacionada aos níveis de desenvolvimento e expansão de LT auxiliares do tipo 1 
(Ta1) e do tipo 2 (Ta2) (Reis et al. 2006). 
A forma cutânea da leishmaniose apresenta resposta imunológica tipo 1 
que controla a proliferação do parasito mas, em contrapartida, produz lesão 
tecidual. Na forma mucosa o paciente produz altos níveis de interferon-gama 
(INF-ɣ) e Fator de Necrose Tumoral-alfa (FNT-α) e maior produção de células 
TCD4 que produzem INF-ɣ e ativação de resposta tipo 1 porque há uma intensa 
resposta inflamatória que destrói os tecidos. Na forma cutânea difusa os 
indivíduos apresentam grande produção de IL-10 e IL-4 e baixas quantidades de 
INF-ɣ; esse padrão de citocinas possibilita o aumento das lesões e a 
incapacidade imunitária do hospedeiro em diminuir a atenuação das lesões. Na 
forma grave disseminada, o indivíduo apresenta um padrão de resposta tipo 1 
com alta expressão de IL-10. As lesões apresentam infiltrado mononuclear com 
presença de linfócitos e macrófagos e poucos parasitos que apresentam LTCD4, 
baixas concentrações de INF-ɣ e FNT-α (Carvalho, Passos & Jesus 2005; Reis et 
al. 2006; Ministério da Saúde 2007 e 2011; Mansueto et al. 2011).  
Em camundongos, a resposta Ta1 está associada ao controle da 
infecção, uma vez que ela ativa células capazes de produzir substâncias para a 
destruição do parasito, como citocinas inflamatórias, óxido nítrico e peróxido de 
hidrogênio (Reis et al. 2006). O controle de estágios tardios da infecção por 
Leishmania é dependente de resposta Ta1 e produção de interleucina – 12 (IL-12) 
e IFN-ɣ, enquanto que a progressão da infecção resulta do desenvolvimento de 
resposta Ta2 e pela produção de IL-4 e IL-10 (Kulkarni et al. 2011).  Estudos 
relatados por Kaye & Scott (2011) mostraram a produção de IL-10 por diversos 
tipos celulares (LT, LB, macrófagos e neutrófilos) após infecções por Leishmania; 
esses achados apontam para a inibição dos macrófagos, para a multiplicação e 




resposta inflamatória pela IL-10 ameniza a resposta Ta1 exacerbada no caso da 
leishmaniose tegumentar e que, o controle da produção de ON auxilia a 
eliminação de parasitos intracelulares, em macrófagos infectados (Kulkarni et al. 
2011; Abbas, Lichtman & Pillai 2012). No entanto, altos níveis de IL-10 e de 
citocinas anti-inflamatórias podem inibir os macrófagos na eliminação dos 
parasitos (Reis et al. 2006). 
No controle da infecção o sistema imunitário atua produzindo substâncias 
que visam a eliminação de patógenos. Células como os macrófagos produzem 
espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, como o peróxido de hidrogênio 
(H2O2), e o óxido nítrico (ON) respectivamente que comumente causam danos 
irreversíveis aos parasitos. Também essas células formam estruturas 
corpusculares no seu citoplasma denominados corpúsculos lipídicos que são 
inclusões citoplasmáticas ricas em lipídios dispostos dentro de uma monocamada 
de fosfolipídeos, glicolipídeos e esteroides. Essas estruturas se relacionam com a 
produção de eicosanoides, prostaglandinas e leucotrienos e que se relacionam 
com o metabolismo e tráfego de lipídeos, na sinalização celular e na produção de 
mediadores inflamatórios (Murphy 2001; Bozza, Magalhães & Weller 2009), além 
de conter citocinas em resposta a um processo inflamatório ou mesmo em 
infecções por micro-organismos (Martin & Parton 2006). Tem sido reportado que 
os corpúsculos lipídicos aumentam na presença de lipopolissacarídeos (LPS), em 
infecções com T. cruzi (Bozza & Bandeira-Melo 2005) e L. amazonensis (Pinheiro 
et al. 2009) e na presença de doenças inflamatórias (Bozza & Bandeira-Melo 
2005). 
Para se contrapor aos mecanismos microbicidas dos macrófagos, os 
parasitos do gênero Leishmania possuem mecanismos de defesa que lhes 
possibilitam escapar da atividade lítica dos macrófagos, lhes conferindo maior 
resistência e sobrevivência dentro da célula hospedeira (Genestra et al. 2006; 
Cruvinel et al. 2010; Kaye & Scott 2011). Dentre esses mecanismos, o constituinte 
de membrana LPG é o responsável por inibir a formação do fagolisossoma 
(Desjardins & Descoteaux 1997) e proteger as formas promastigotas das espécies 
reativas de oxigênio produzidas pelos macrófagos (Spath et al. 2003; Reis et al. 
2006), enquanto que a gp63 atua inibindo a ativação das enzimas lisossomais 




O tratamento da leishmaniose baseia-se no antimonial pentavalente que 
constitui a droga de primeira escolha no tratamento da leishmaniose (Ministério da 
Saúde 2011).  Além dos compostos antimoniais, a anfotericina B e paromomicina 
são utilizadas no tratamento da doença, no entanto, a toxicidade verificada para a 
anfotericina B e a variação do efeito, em função da espécie do parasito e o tipo de 
lesões a ser tratada, observada para a paramomicina, respectivamente (Croft, 
Seifert & Yardley 2006) são obstáculos na administração dessas drogas. Apesar 
de eficaz no tratamento da leishmaniose, os antimoniais pentavalentes 
apresentam grande toxicidade para o hospedeiro, causam graves efeitos 
colaterais como, mialgia, artralgia, dor abdominal, insuficiência hepática, cardíaca 
e renal aguda (Lima et al. 2007), além de induzirem a geração de mecanismos de 
resistência pelos parasitos (Croft & Yardley 2002; Croft, Sundar & Fairlamb 2006). 
Outro aspecto do tratamento com antimoniais refere-se à necessidade de 
administração parenteral e ser requerida a internação dos pacientes; em função 
disso muitos desistem do tratamento (Soares-Bezerra, Leon & Genestra 2004). 
A geração de resistência aos antimicrobianos convencionais pelos 
microrganismos cresce mais velozmente que o desenvolvimento de novos 
fármacos. Aliado a isso, verifica-se que a indústria farmacêutica tem investido 
recursos predominantemente na modificação de medicamentos existentes e 
pouco se faz no investimento em pesquisas para a geração de novas moléculas 
capazes de superar o fenômeno de resistência cruzada aos fármacos. Esses 
fatores associado às dificuldades apresentadas pelos medicamentos disponíveis 
para o tratamento da leishmaniose, representam um importante aspecto para o 
controle da doença e apontam para a necessidade de identificar novos compostos 
eficazes e de baixa toxicidade. 
O grupo de substâncias denominadas peptídeos antimicrobianos que são 
produzidas por animais e plantas como parte de seus mecanismos inatos de 
defesa contra uma variedade de agentes infecciosos (Bowman 1991; 
Gudmundsson et al. 1996) tem sido muito atrativos para o desenvolvimento de 
novos medicamentos. Diferentes estudos mostraram seu potencial microbicida 
contra bactérias Gram positiva e negativa (Peschel 2002), fungos (Lee et al. 2004) 
e protozoários (Ghosh et al. 1997; Brand et al. 2002; Kückelhaus et al. 2009) e 




espectro de ação, os peptídeos antimicrobianos apresentam em geral baixa 
toxicidade para células de mamíferos como identificado in vitro em eritrócitos 
humanos (Leite et al. 2005), para camundongos Swiss in vivo (Kückelhaus et al. 
2007) e células peritoneais de camundongos in vitro (Kückelhaus et al. 2009).  
Além dos efeitos microbicidas, os peptídeos antimicrobianos atuam no 
recrutamento e ativação de células, na maturação de células dendríticas, na 
angiogênese, na cicatrização de feridas, no controle da inflamação e da sepse 
(Kückelhaus 2007; Wieczorek et al. 2010). 
Os peptídeos antimicrobianos são caracterizados por apresentarem uma 
grande variabilidade e diversidade de formas moleculares e são classificados, 
segundo Van’t Hof et al. (2001), na sua estrutura secundária, em que regiões 
hidrofóbicas e aminoácidos catiônicos são espacialmente organizados em partes 
específicas da molécula. Segundo esse critério, os peptídeos são agrupados 
quatro classes estruturais, que compreendem: 1) peptídeos em hélice-α anfifílica 
como as filosseptinas, melitina e magainina (Guerrero et al. 2004), 2) peptídeos 
em cadeias β estabilizadas por pontes de dissulfeto como as defensinas e 
taquiplesinas (Matsuzaki 1999; Hancock 2001); 3) peptídeos em cadeias lineares 
com aminoácidos repetitivos e em peptídeos com estruturas cíclicas (em loop) 
como as histatinas e catelicidinas (Helmerhorst et al. 1999; Linde et al. 2001); 4) 
peptídeos sem estruturas anfipáticas, mas que formam hélice cíclica ou cadeia β 
do tipo poliprolina, como os lantibióticos  e a nisina (Montville & Chen 1998; 
Breukink et al. 1999).  
Embora ainda a esclarecer, acredita-se que a natureza físico-química das 
diferentes classes de peptídeos determinem as interações com as membranas 
celulares dos micro-organismos e consequentemente seus mecanismos 
microbicidas, bem como seu nível de toxicidade (Simone & Souza 2002). 
Peptídeos como as filosseptinas, melitina e magainina (Guerrero et al. 2004) 
exibem uma conformação hélice-α em solventes hidrofóbicos ou superfícies 
lipídicas e apresentam a capacidade de interação com membranas anfipáticas 
como as membranas biológicas. 
Tem sido sugerido que o mecanismo microbicida dos peptídeos 
antimicrobianos decorra de três possíveis formas de interação com as 




& Lecar (1977) chamado de “estaca de barril” (barrel-stave), o peptídeo interage 
sua face hidrofóbica com as cadeias carbônicas dos lipídeos da membrana 
plasmática do microrganismo, expondo a sua face hidrofílica para formar um 
canal transmembranar. No segundo modelo denominado “carpete” (Pouny et al. 
1992) a interação eletrostática do peptídeo catiônico com os fosfolipídeos 
aniônicos, forma poros por toda a membrana do parasito, causando sua 
permeabilização e posterior rompimento (Shai 1999; Chia et al. 2000; Gehman et 
al. 2008; Melo, Ferre & Castanho 2009; Carvalho & Machini 2013). O terceiro e 
último modelo denominado “poro toroidal” também ocorre a formação de poros na 
camada lipídica por interação eletrostática, mas o peptídeo separa as cabeças 
polares dos fosfolipídeos e induz a monocamada lipídica superior a dobrar-se 
através do poro, dessa forma, moléculas de peptídeos e cabeças polares dos 
fosfolipídeos são intercaladas (Gehman et al. 2008; Melo, Ferre & Castanho 2009; 







Uma relativa baixa toxicidade dos peptídeos antimicrobianos tem sido 
reportada para as células de mamíferos. Acredita-se que isso esteja relacionado 
ao perfil de lipídeos expressos nessas membranas, que comumente é constituída 
principalmente por fosfolipídeos neutros como a fosfatidilcolina (Williamson & 
Schlegel 1994; Matsuzaki 1999). Fosfolipídeos aniônicos, como a fosfatidilserina e 
fosfatidilinusitol, são comumente ausentes na superfície da membrana plasmática, 
mas presentes no interior da bicamada lipídica na maioria das células normais de 
mamíferos. Segundo Oren & Shai (1998), a presença do colesterol aumenta a 
rigidez e diminui a permeabilidade das membranas plasmáticas aos efeitos dos 
peptídeos antimicrobianos em temperaturas fisiológicas.  
Contrariamente ao observado para as células de mamíferos observa-se 
que os peptídeos antimicrobianos são potencialmente ativos contra diferentes 
micro-organismos como os protozoários do gênero Leishmania (Williamson & 
Schlegel 1994). Alguns estudos reportam que a presença de fosfolipídeos 
aniônicos e a ausência de colesterol confere maior fluidez a essas membranas 
Figura 1. Modelos de mecanismos de ação propostos para a permeabilização de membranas 
celulares por PAMs. Esses estão representados como cilindros, cuja face cinza é hidrofóbica e a 




mais atrativas eletrostaticamente aos peptídeos catiônicos (Williamson & Schlegel 
1994; Epand et al. 1995; Oren & Shai 1998; Feder, Dagan & Mor 2000). 
Além dos efeitos microbicidas, os peptídeos antimicrobianos estão 
relacionados a uma variedade de ações imunomoduladoras (Hancock & Sahl 
2006), como na modulação da expressão de citocinas e espécies reativas. Hucke 
et al. (2004) mostrou que a cecropina-A aumentou a produção e expressão da 
enzima óxido nítrico-sintase induzível (iNOS) por macrófagos. Outros peptídeos 
como as defensinas HNP-1, HNP-2 e HNP-3 causaram aumento na proliferação 
de linfócitos T e aumento da secreção de IgG (Lillard et al. 1999). Também foi 
demonstrado que os peptídeos LL-37 e CP-28 estimularam a expressão de cerca 
de 30 genes e inibição de outros 40 genes relacionados à imunidade inata, em 
linhagens de macrófagos estimulados por lipopolissacarídeo (LPS) (Hancock & 
Scott 2000). 
Estudos realizados com a filosseptina-1 (PS-1), posteriormente 
renomeada para PSN-1 por Amiche et al. (2008), mostraram o potencial 
leishmanicida desse peptídeo sobre formas promastigotas, bem como sua baixa 
toxicidade para células peritoneais de camundongos nas concentrações 
microbicidas (>200 µg/mL). Aliado a isso, baixas concentrações de PSN-1 (1 
µg/mL) causou aumento da aderência de macrófagos, o que foi sugerido como 
um efeito hormético que decorreu possivelmente de uma resposta adaptativa a 
um estresse moderado (Kückelhaus et al. 2009). Como sugerido, a reação celular 
a estresse químico ou físico envolve a ativação de vias transcricionais que podem 
resultar na produção de proteínas, citocinas, antioxidantes e fatores de 
crescimento (Mattson 2008; Zhang et al. 2010). Além disso, Kückelhaus (2007) 
demonstrou que a filosseptina-1 inibiu a síntese de H2O2 e ON por macrófagos 
peritoneais de camundongos, e aumento da produção de FNT por monócitos. 
Considerando a incidência da leishmaniose associada às dificuldades de 
controle da doença, os achados para a PSN-1 nas formas promastigotas de L. 
amazonensis (Kückelhaus et al. 2009) e que os macrófagos são os alvos da 
infecção por leishmânias, é possível que esse peptídeo atue como microbicida em 
células infectadas por amastigotas. Também, considerando os achados 
imunomoduladores para a PSN-1 em cultivos de macrófagos (Kückelhaus 2007) e 




nitrogênio, além de corpúsculos lipídicos em resposta à infecção por protozoários, 
demonstra-se a importância de determinar o potencial desse peptídeo no controle 
da infecção de macrófagos pelo protozoário, in vitro, visando a possíveis 




















































































• Obter as formas amastigotas axênicas de L. amazonensis e a infecção de 
macrófagos peritoneais de camundongos Swiss; 
• Avaliar o efeito do peptídeo sobre a produção de peróxido de hidrogênio e 
óxido nítrico por macrófagos peritoneais; 
• Determinar a presença do corpúsculo lipídico em macrófagos infectados com 


































































3.1. Delineamento experimental 
 
 Neste estudo avaliou-se o efeito microbicida da filosseptina-1 (PSN-1) e 
seu efeito sobre a produção de óxido nítrico, peróxido de hidrogênio e formação 
de corpúsculo lipídico em cultivos de macrófagos peritoneais infectados ou não 






















 O peptídeo antimicrobiano filosseptina-1 (PSN-1) 
(FLSLIPHAINAVSAIAKHN-NH2) identificado na secreção cutânea de 
Phyllomedusa azurea apresenta 19 resíduos de aminoácidos em hélice-α, possui 
domínios hidrofílicos e hidrofóbicos bem definidos e massa molecular de 2,016 
kDa. O peptídeo sintético foi obtido pelo sistema Pioneer da Applied Biosystems 
(Foster, EUA) (Merrifield 1963) e purificado em coluna de fase reversa C18 218 







Infecção dos macrófagos 
com L. amazonensis 
 
Avaliação do efeito 






Avaliação da produção 
do corpúsculo lipídico 
Fagocitose em 
placa tratada ou 
não com PSN-1 
Método de 
oxidação do 
vermelho de fenol 
 
Método de Griess 
 
Método de 





Kyoto, Japão); seu grau de pureza foi avaliado pelo sistema MALDI/TOF-MS 
(PerSeptive Biosystems, Framingham, EUA) e MALDI TOF-TOF MS Ultraflex II 




Os micro-organismos utilizados nesse estudo foram leishmânias da 
espécie Leishmania (L.) amazonensis da cepa MHOM/BR/PH8, mantidos sob 
criopreservação no laboratório de Leishmaniose do Instituto de Medicina Tropical, 
da Universidade de Brasília. Para a descriopreservação, uma alíquota era 
transferida para meio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) e mantida a 26ºC até que os 
parasitos alcançassem fase log de crescimento. Em seguida, a suspensão era 
transferida para o meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e 0,2% de sulfato de 
gentamicina, a 26 ºC, até que os parasitos atingissem novamente na fase log de 
crescimento. As formas amastigotas axênicas foram obtidas a partir de um cultivo 
de formas promastigotas contendo 107 parasitos/mL a 26 ºC. Nessas condições o 
cultivo foi transferido para a estufa a 37 ºC por 96 horas até que 100% das formas 




 Os animais utilizados nos ensaios eram camundongos machos e fêmeas 
da linhagem Swiss, não isogênicos, pesando de 28 a 35g provenientes do 
alojamento de animais da Faculdade de Medicina. Os camundongos eram 
mantidos a temperatura ambiente (Média anual = 21,2ºC; Instituto Nacional de 
Meteorologia – INMET), ciclo claro/escuro de 12 horas e alimentados com ração 
balanceada e água potável ad libitum; a cama da gaiola era composta de 
maravalha estéril trocada duas vezes por semana. 
 O projeto de pesquisa desenvolvido nesse estudo foi aprovado pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto de Ciências Biológicas da 
Universidade de Brasília em 07 de junho de 2013. Os critérios adotados para a 
experimentação e manutenção dos animais que foram estabelecidos pelo Colégio 




científico de animais estabelecidos pela Lei Arouca nº 11.794/2008 foram 
rigorosamente cumpridos durante a execução desse estudo.  
 
 
3.5. Padronização para obtenção das formas amastigotas axênicas de 
Leishmania amazonensis 
 
Ao alcançar a fase log de crescimento, as formas promastigotas de 
leishmânia, em cultura Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), suplementado 
com 10% de soro fetal bovino inativado e 0,2% de sulfato de gentamicina, foram 
incubadas a 37°C onde permaneceram por até 7 dias para mudança da forma 
promastigota para a forma amastigota (Teixeira et al. 2002). As diferentes formas 
dos parasitos (promastigota flagelada, alongada sem flagelo, oval sem flagelo e 
amstigota esférica) foram quantificadas decorridas 1, 6, 12, 24, 48, 72, 96 ou 168 
horas para determinar o tempo necessário para a aquisição de 100% das formas 
amastigotas axênicas. Depois de padronizado os cultivos contendo somente 
formas amastigotas foram utilizados na infecção dos macrófagos. 
 
3.6. Obtenção das células peritoneais 
 
 As células peritoneais de camundongos Swiss submetidos à eutanásia 
em câmara contendo CO2, eram obtidas pela lavagem da cavidade peritoneal 
com 10 mL de solução de salina tamponada com fosfato (STF) 0,15M e pH 7,2, a 
4°C. Depois de coletadas, as células peritoneais eram centrifugadas a 400xg por 
10 min, ressuspendidas com 1 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, 
EUA) sem soro fetal bovino (meio incompleto), quantificadas em hematocitômetro 
(Câmara de Neubauer) e mantidas sob refrigeração em tubos plásticos graduados 
de 15 mL (LAbTech, Melbourn, Inglaterra) até o início dos experimentos. 
 






 Na presença de células peritoneais de camundongo, as formas 
amastigotas de L. amazonensis (106) foram incubadas em meio RPMI 1640 
completo, acrescido com 10% de soro fetal bovino, em cada escavação da placa, 
em duplicata, e então as células foram novamente incubadas em diferentes 
tempos, por 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h e 8 h a 37ºC com 5% de CO2 em ar.  
 Ao final de cada tempo, as escavações respectivas foram lavadas 3 vezes 
com STF a 37ºC para a remoção das leishmânias não ingeridas e lavadas com 
RPMI 1640 completo acrescido com 30% de soro fetal bovino, para remover a 
salinidade.  Aspiradas e secas em ar quente foram fixadas em metanol por 1 min. 
Por fim, coradas em Giemsa 10% por 10 min, foram lavadas em água destilada. 
As lamínulas secas foram montadas em meio para montagem rápida sobre uma 
lâmina de microscopia para contagem e determinação da porcentagem de células 
infectadas e a média de leishmânias por macrófagos definindo assim, o melhor 
tempo para fagocitose das formas amastigotas de leishmânia. 
. 
 
3.8. Avaliação do efeito microbicida  
 
O efeito microbicida da PS-1 sobre formas amastigotas de leishmânias foi 
avaliado incubando-se macrófagos peritoneais infectados com o peptídeo. O 
ensaio foi realizado em placa de 24 escavações, em duplicata, incubando-se as 
células peritoneais (2x105/escavação) por 2 h a 37ºC com 5% de CO2 em ar, em 
500 µL de meio RPMI 1640 incompleto, para a obtenção dos macrófagos; 
decorrido esse tempo as escavações foram lavadas 3 vezes com STF a 37ºC 
para a remoção das células não aderidas. Em seguida, acrescentou-se à cada 
escavação, 106 formas amastigotas de L. amazonensis/500 µL de meio RPMI 
1640 completo (meio acrescido com 10% soro fetal bovino) e então a placa foi 
incubada por 8 h nas mesmas condições descritas para a infecção dos 
macrófagos. A seguir as escavações foram lavadas 3 vezes com STF a 37ºC para 
a remoção das leishmânias não ingeridas e então, as células foram novamente 
incubadas por 2 h com diferentes concentrações do peptídeo (0, 2, 16 ou 64 
µg/mL). Finalizada essa incubação as células/escavações foram lavadas 2 vezes 




quente, fixadas com metanol, secas, coradas com solução de Giemsa a 10%, 
lavadas em água e montadas em lâminas para microscopia.  
O índice de infecção (% macrófagos infectados x média de leishmânias 
ingeridas) foi calculado analisando-se 200 macrófagos em microscópio óptico 
(1000x).  
 
3.9. Influência da PSN-1 na produção de óxido nítrico por macrófagos 
peritoneais 
 
 A quantificação da produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais 
de camundongos foi avaliada utilizando-se o reagente de Greiss, segundo método 
descrito por Green et al. (1982).  
 O experimento foi realizado em triplicata e em placa de 96 escavações 
(LAbTech, Melbourn, Inglaterra). Células peritoneais depois de coletadas 
conforme descrito foram incubadas (2x105 células/200µL) em meio RPMI 1640 
incompleto, em câmara úmida a 37ºC, por 2 h, em atmosfera de ar 5% de CO2 
para a obtenção dos macrófagos. Após esse período, as escavações foram 
lavadas 3 vezes com STF a 37oC e então incubadas, nas mesmas condições 
anteriores, com 106 formas amastigotas de leishmânias por 8 horas para a 
infecção dos macrófagos. Em seguida, as escavações foram lavadas 3 vezes com 
STF a 37oC e novamente incubadas por 24 h na presença de diferentes 
concentrações da PSN-1 (0, 2, 16 ou 64 µg/mL); como controle positivo utilizou-se 
20 ng/mL de lipopolissacarídeo (LPS Escherichia coli, sorotipo 055:b5, Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA). Finalizada essa incubação, as placas foram submetidas à 
centrifugação a 200xg por 10 min e em seguida, 100 µL do sobrenadante de cada 
escavação foi transferido para outra placa. Uma curva padrão de nitrito de sódio 
(NaNO2 em água destilada) contendo oito diferentes concentrações (0; 1,56; 3,12; 
6,25; 12,5; 25; 50 ou 100 nM) foi preparada e adicionada à nova placa. Em 
seguida adicionou-se 100 µL do reagente de Greiss em todas as escavações, 
inclusive sobre a curva e as leituras das reações colorimétricas foram realizadas 
em espectrofotômetro de placa com filtro de 540 nm (SpectraMax® Plus 384 
Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Os resultados foram expressos em 






3.10. Influência da PSN-1 na produção de peróxido de hidrogênio por 
macrófagos peritoneais 
 
 A investigação do efeito da PSN-1 na produção de H2O2 por macrófagos 
peritoneais foi realizada segundo o método descrito por Pick & Keisari (1980) que 
consiste na oxidação de vermelho de fenol na presença de peroxidase. 
 O ensaio foi realizado em triplicata em placa de microcultivo de de 96 
escavações (LAbTech, Melbourn, Inglaterra). Células peritoneais (2x105/200 µL/ 
escavação) foram incubadas em meio RPMI incompleto por 2 h a 37°C com 5% 
de CO2 em ar para aderência dos macrófagos. Depois dessa incubação, as 
escavações foram lavadas com STF a 37 oC para remover as células não 
aderidas, acrescidas com 106 formas amastigotas de leishmânias/200 uL e 
novamente incubadas por 8 horas para a infecção dos macrófagos. Decorrido 
esse tempo, as escavações foram lavadas com STF a 37 oC para remover as 
leismânias não ingeridas e então, os macrófagos foram novamente incubados 
com as diferentes concentrações da PSN-1 (0, 2, 16 ou 64 µL/mL) por 1 hora em 
140 µL de uma solução de vermelho fenol, com ou sem o estímulo com 100 nM 
de PMA (acetato de forbol miristato). Uma curva padrão de peróxido de 
hidrogênio foi preparada nas concentrações de 0; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 ou 
100 µM para expressar os resultados em micromoles (µM) de H2O2. A reação de 
oxidação do vermelho de fenol foi interrompida adicionando-se 10 µL de NaOH 
1N a todas as escavações e então, as leituras das absorbâncias foram feitas em 
espectrofotômetro de placa com filtro de 620nm (SpectraMax® Plus 384 
Molecular Devices, Sunnyvale, USA). 
 
3.11. Influência da PSN-1 na formação do corpúsculo lipídico por 
macrófagos peritoneais 
 
A formação do corpúsculo lipídico por macrófagos infectados ou não com 
formas amastigotas de L. amazonensis e tratadas ou não de diferentes 
concentrações de PSN-1 foi avaliada pela coloração com óleo vermelho (Oil Red-
O®) (Borges 2013; Mehlem et al. 2013). Células peritoneais obtidas conforme 




placa de microcultivo de 24 escavações contendo lamínulas para a aderência das 
células, por 2h a 37ºC com 5% de CO2 em ar, em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA). Decorrido o tempo de incubação as escavações foram 
lavadas com STF pH 7,2 a 37°C para remover as células não aderidas, 
adicionadas com  106 formas amastigotas de leishmânias/500 uL em meio RPMI 
1640 completo e novamente incubadas por 8 horas a 37ºC com 5% de CO2 em 
ar, para a infecção dos macrófagos. Finalizado o tempo de incubação as 
escavações foram lavadas 3 vezes com STF a 37ºC para a remoção das 
leishmânias não ingeridas e então, as células foram novamente incubadas por 2 h 
com as diferentes concentrações de PSN-1 (0, 2, 16 e 64 µL/mL). Depois de 
lavadas, as células foram fixadas com paraformaldeído a 4% por 30 minutos, 
lavadas com STF pH 7,2 e com álcool isopropílico a 60%, em seguida as células 
foram coradas com óleo vermelho (Oil Red-O®), lavadas com água destilada, 
coradas com hematoxilina por 5 mim, novamente lavadas em água, secas e 
montadas em meio de montagem gelatinoso. 
Para a avaliação dos corpúsculos lipídicos analisou-se 200 macrófagos 
em microscópio óptico (1000x), considerando o percentual de macrófagos que 
apresentavam os corpúsculos e o número deles por célula (Borges 2013). 
 
 
3.12. Métodos Estatísticos 
 
 A normalidade das variáveis foi analisada empregando-se o teste de 
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variâncias, empregando-se o teste 
de Barttlet. Múltiplas comparações com distribuição normal foram analisadas pelo 
teste de ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls, e 
comparações entre dois grupos com distribuição normal foi usado o teste t-
pareado ou Wilcoxon para dados não normais. Diferenças de p<0,05 foram 
consideradas significantes. Para as análises empregou-se o programa Prism® 5 




















































4.1. Obtenção das formas amastigotas axênicas de L. amazonensis 
 
As formas amastigotas axênicas de L. amazonensis foram adquiridas, in 
vitro, a partir da incubação das formas promastigotas flageladas a 37ºC, 
posteriormente as leishmânias foram analisadas em microscopia para determinar 
o tempo necessário para a aquisição de 100% das formas amastigotas 
(esféricas). 
A análise morfológica mostrou que para a aquisição das formas 
amastigotas (Figura 4D) primeiramente as leishmânias promastigotas (Figura 4A) 
perdem seus flagelos (Figura 4B), mas mantêm a forma alongada, em seguida 
elas se tornam ovais (Figura 4C) e posteriormente esféricas (Figura 3).  
Os resultados das análises quantitativas mostraram que as formas 
promastigotas diminuem seu percentual na cultura em função do tempo até que 
decorridas 72 horas 100% das leishmânias perderam seus flagelos. De forma 
oposta, as formas amastigotas esféricas aumentam seu percentual na cultura 
para 100% com 168 horas (Figura 3, Tabela 1).  
 
Figura 3. Obtenção das formas amastigotas axênicas de L. amazonensis em função do 
tempo. Formas promastigotas de leishmânias, mantidas a 26ºC em meio Schneider até 
que atingissem a fase log de crescimento, foram incubadas por 96 horas a 37ºC para a 
aquisição das formas aflageladas. Amostras dos cultivos foram distendidas sobre lâminas 







































leishmânias em microscopia (1000x) mostrou que decorridas 168 horas 100% delas 
adquiriram a forma amastigota.  
 
 








sem flagelo (%) 
Oval  
sem flagelo (%) 
Amastigota 
Esférica (%) 
0 100,0 0,0 0,0 0,0 
6 97,5 1,0 1,5 0,0 
12 93,5 6,5 0,0 0,0 
24 15,5 25,5 31,5 27,5 
48 12,0 28,0 21,0 39,0 
72 0,0 13,0 20,0 67,0 
96 0,0 0,0 5,0 85,0 







Figura 4. Fotomicrografias de diferentes formas de L. amazonensis. (A) promastigotas 
flageladas, (B) alongadas não flageladas, (C) oval não flagelada e (D) amastigotas 
esféricas. Coloração Giemsa (1000x). 
 
4.2. Padronização da infecção de macrófagos por amastigotas 
axênicas 
 
Para determinar o tempo adequado para a infecção dos macrófagos por 
amastigotas axênicas, cultivos de macrófagos peritoneais de camundongos foram 
incubados com 106 leishmânias em função do tempo.  
Os resultados da análise de 200 macrófagos mostraram que o índice de 
infecção aumentou em função do tempo, sendo de 118,2% decorridas 8 horas de 




incubação. Similarmente, o percentual de células infectadas e a média de 











ingeridas Índice de infecção 
30mim 1,5 1,5 3,3 
1h 1,3 2,5 6,3 
2h 4,0 2,0 6,2 
4h 15,8 2,4 33,5 
6h 24,0 2,8 66,6 
8h 35,5 3,3 118,2 
 
 
Figura 5. Padronização da infecção de macrófagos peritoneais por formas amastigotas 
axênicas de L. amazonensis em função do tempo. Formas amastigotas (106) foram 



















macrófagos em microscopia (1000x) mostrou que o índice de infecção aumentou ao 
longo do tempo e alcançou 118,2% após 8 horas.  
 
 
4.3. Efeito microbicida da PSN-1 nas formas amastigotas de L. 
amazonensis 
 
O efeito microbicida da PSN-1 sobre formas amastigotas de leishmânias 
foi avaliado incubando-se macrófagos peritoneais infectados com diferentes 
concentrações do peptídeo (Tabela 3) ver anexo.  
Os resultados, analisados pelo teste t pareado, mostraram que incubação 
dos macrófagos peritoneais com as diferentes concentrações de PSN-1 diminuiu 
a média±DP do índice de infecção por L. amazonensis em relação ao controle 
não tratado (80,9±30,0) para 39,0±15,1 com 2 µg/mL,  para 15,2±7,9 com 16 
µg/mL e para 3,4±2,0 com 64 µg/mL (teste t pareado, p<0,05) (figura 6A). 
Especificamente, o tratamento com PSN-1 por 2 horas com 2, 16 ou 64 µg/mL do 
peptídeo reduziu em 52%, 81% ou 96%, respectivamente o índice de infecção dos 
macrófagos. 
Semelhantemente, quando analisados pelo teste t pareado, o percentual 
de macrófagos infectados também foi reduzido em todos os cultivos tratados com 
a PSN-1, em relação à média±DP do controle de 38,1±7,9 para 21,0±4,7 com 
2µg/mL (p=0,0004), 9,0±3,7 com 16µg/mL (p<0.0001) ou 3,4±2,7 com 64µg/mL 
(P<0.0001) (figura 6C). 
Quanto à média de leishmânias ingeridas por macrófagos, os resultados 
indicaram que apenas nos cultivos tratados com 64µg/mL (1,4±0,7) houve 
redução nessa média em relação ao controle (2,1±0,5) (Teste t pareado; 
p=0,0408). Nos demais cultivos tratados com 2 (1,8±0,4) ou 16 (1,7±0,4) µg/mL as 







































































































Figura 6.  Efeito da PSN-1 em cultivos de macrófagos peritoneais de camundongos 
Swiss (n=8) infectados com formas amastigotas de L. amazonensis. Macrófagos 
peritoneais obtidos por aderência (2x105 células/escavação) foram incubados por 8 h com 
106 formas amastigotas axênicas de leishmânias para a infecção. Depois de lavadas, os 
cultivos foram tratados com diferentes concentrações de PSN-1 (0, 2, 16, 64µg/mL) por 2 
h. Em A, percentual de macrófagos infectados, em B, média de leishmânias ingeridas por 
macrófagos e em C, índice de infecção.  Os resultados, analisados pelo teste t pareado, 
mostraram que as três concentrações de PSN-1 reduziram o índice de infecção dos 
macrófagos (p<0,05) (C), porquanto também reduziram o percentual de macrófagos 
infectados (p<0,05). Quanto ao número de leishmânias ingeridas/macrófago, apenas a 
maior concentração 64 µg/mL causou redução significativa (p<0,05), as demais não 






Figura 7. Fotomicrografia de macrófagos peritoneais infectados com formas amastigotas 
de L. amazonensis. Controle não tratado (A) e tratado com 16 (B) ou 64 (C) µg/mL de 
PSN-1. Observar morfologia anormal das amastigotas em B e C; amastigotas normais 




4.4. Influência da PSN-1 na produção de óxido nítrico por macrófagos 
peritoneais  
 A produção de óxido nítrico (ON) por macrófagos peritoneais de 
camundongos, infectados ou não com L. amazonensis e incubados por 24 horas, 
com ou sem PSN-1, foi avaliada no sobrenadante de cultivos utilizando-se o 
reagente de Greiss (Tabela 4 e 5) ver anexo. 
A média±DP da produção  de ON por macrófagos peritoneais não 
infectados foi aumentada na presença do estímulo com 20ng/mL de LPS 
(21,9±0,9) ou com as diferentes concentrações de PSN-1 2 (21,8±0,4), 16 
(21,1±1,7) ou 64 µg/mL (20,4±0,3), em relação à produção basal (19,6±1,1) (teste 
t pareado; p<0,05) (Figura 8 A).  
Semelhantemente, todos os cultivos infectados, tratados ou não com a 
PSN-1, apresentaram aumento na média±DP da produção de ON em relação à 
produção basal (19,6±1,1), sendo de 21,2±0,5 para os cultivos infectados não 
tratados, de 21,3±0,3 para o tratado com 2µg/mL, de 20,7±0,7 para o tratado com 
16µg/mL e de 20,5±0,5 para o tratado com 64µg/mL (teste t pareado; p<0,05) 

































Figura 8. Produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos Swiss 
(n=8) incubados ou não com diferentes concentrações da filosseptina-1 (2, 16 ou 
64µg/mL). Em A, macrófagos não infectados e estimulados com LPS e com a PSN-1 e 
em B, macrófagos infectados e tratados ou não com a PSN-1. Os resultados, analisados 
pelo teste t pareado, mostraram que a produção basal de ON foi menor que o estímulo 
com LPS e com as diferentes concentrações de PS-1 (p<0,05); o mesmo ocorreu com os 
cultivos infectados, a infecção pela leishmânia associada ou não com o tratamento com a 
PSN-1 aumentou a produção de ON, na comparação com a produção basal (p<0,05). 
Estão representados as médias e os desvios padrão. 
 
 
A comparação entre as médias±DP obtidas para os cultivos tratados com 
2 µg/mL de PS-1 mostrou que, quando infectados a produção de ON (21,3±0,3) 
foi menor do que a obtida para os cultivos não infectados (21,8±0,4) (teste t 
pareado; p=0,018). Para as demais concentrações de PSN-1, as média±DP foram 
semelhantes quando comparados os cultivos infectados com os não infectados 
(Figura 9).  
 
 




























































































Figura 9. Produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos Swiss 
(n=8), infectados ou não com L. amazonensis e tratados ou não com diferentes 
concentrações da PSN-1 (2, 16 ou 64 µg/mL). Os resultados, analisados pelo teste de 
ANOVA seguido pelo método de Student-Neuman-Keuls, mostraram que a produção 
basal de ON foi menor do que nos cultivos infectados e tratados ou não com LPS e PSN-
1 (p<0,0001). A comparação entre os cultivos tratados com 2µg/mL de PSN-1 mostrou 
que, quando infectados a produção de ON foi menor do que a obtida para os cultivos não 




4.5. Influência da PSN-1 na produção de peróxido de hidrogênio por 
macrófagos peritoneais  
 
 A produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por macrófagos peritoneais 
de camundongos, infectados ou não com L. amazonensis e incubados por 1 hora, 
com ou sem PSN-1, foi avaliada no sobrenadante de cultivos pelo método da 
oxidação do vermelho de fenol na presença da peroxidase (Tabela 6 e 7) ver 
anexo. 
Os resultados, analisados pelo teste t pareado, mostraram a média±DP 
da produção  de H2O2 por macrófagos peritoneais não infectados aumentou nos 
cultivos estimulados com 20ng/mL de PMA (2,5±0,3), mas diminuiu na presença 
de 64 µg/mL de PS-1 (1,6±0,2), em relação à produção basal que foi de 2,0±0,3 












































Nos cultivos infectados com L. amazonensis apenas o tratamento com 64 µg/mL 
de PSN-1 (1,5±0,2) diminuiu a produção de H2O2, quando comparado com a 
produção basal de 2,0±0,3 (Teste t pareado; p=0,0198), para os cultivos tratados 
com as demais concentrações de PSN-1, 2 ou 16 µg/mL, bem como para o 
controle infectado a produção de H2O2 não diferiu da produção basal (Teste t 


























Figura 10. Produção de peróxido de hidrogênio por macrófagos peritoneais de 
camundongos Swiss (n=8) incubados ou não com diferentes concentrações de PSN-1 
(2,16 ou 64 µg/mL). Em A, macrófagos não infectados e estimulados com PMA e com o 
peptídeo e em B, macrófagos infectados com L. amazonensis e tratados ou não com a 
PSN-1. Os resultados, analisados pelo teste t pareado, mostraram que a produção basal 


























































































de H2O2 foi maior quando estimulada com PMA e menor na presença de 64µg/mL de 
PSN-1 (p<0,05); nos cultivos infectados a produção de H2O2 foi menor quando tratados 
com 64µg/mL de PSN-1 (p=0,0198), nas demais concentrações de PSN-1, bem como no 
controle infectado, a produção de H2O2 não diferiu da produção basal (p>0,05). Estão 




Figura 11. Produção de peróxido de hidrogênio por macrófagos peritoneais de 
camundongos Swiss (n=8), infectados ou não com L. amazonensis e tratados ou não com 
diferentes concentrações da PSN-1 (2, 16 ou 64µg/mL). Os resultados, analisados pelo 
teste de ANOVA mostraram diferenças entre os grupos (p<0,0001); nos cultivos não 
infectados a produção basal de H2O2 foi menor que nos cultivos estimulados com PMA e 
maior que 64µg/mL de PSN-1 (Teste t pareado; p<0,05), nos cultivos infectados a 
produção de H2O2 diminuiu com 64µg/mL de PSN-1 (Teste t pareado; p=0,0198). Estão 




4.6. Influência da PSN-1 na formação do corpúsculo lipídico por 
macrófagos peritoneais 
 
A formação do corpúsculo lipídico por macrófagos foi avaliada pela 
coloração com óleo vermelho em cultivos de macrófagos infectados ou não com 
formas amastigotas de L. amazonensis e tratadas ou não de diferentes 
concentrações de PSN-1 (Figura 13). 
O índice corpuscular dos macrófagos, quando comparado com o controle 
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(Wilcoxon, p=0,0313) e para 3,2 nos cultivos infectados e tratados com 2µg/mL de 
PSN-1 (Teste t pareado, p=0,0126); nas demais concentrações de PS-1 o índice 
corpuscular não diferiu do controle basal (p>0,05) (Figura 12A). 
Quanto ao número de corpúsculos lipídicos por macrófago, os cultivos 
tratados com as diferentes concentrações de PSN-1, 2 (3,2), 16 (2,4) ou 64 (1,7) 
µg/mL não diferiu do controle basal (1,6) (Teste t pareado, p>0,05), mas aumentou 
no controle infectado (3,1) (Teste t pareado, p=0,0009) (Figura 12B, 13). 
Os resultados mostraram que incubação dos macrófagos peritoneais não 
infectados, com 2 ou 16µg/mL de PSN-1, aumentaram a mediana do percentual 
de células contendo corpúsculos lipídicos para 8,8% ou 6,3%, respectivamente na 












































Figura 12. Efeito da PSN-1 na formação de corpúsculos lipídicos em cultivos de 
macrófagos peritoneais de camundongos Swiss (n=8) infectados com formas amastigotas 
de L. amazonensis. Em A, índice corpuscular, em B média de corpúsculos por 
macrófagos e em C, percentual de macrófagos contendo corpúsculos lipídicos. Os 
resultados mostraram que, na comparação com o controle, 2 µg/mL de PS-1 (Teste t 
pareado, p=0,0126) e a infecção pela leishmânia (Wilcoxon, p=0,0313) aumentaram a 
mediana do índice corpuscular. O número de corpúsculos lipídicos nos cultivos tratados 
com PSN-1 não diferiu do basal (Teste t pareado, p>0,05), mas aumentou no controle 
infectado (Teste t pareado, p=0,0009). O percentual de células contendo corpúsculos 
lipídicos aumentou com o tratamento com 2 ou 16 µg/mL de PSN-1 na comparação com 
o controle basal não infectado (teste t pareado, p<0,05). Estão representadas as 
medianas, quartis e valores máximos e mínimos. 







































































































Figura 13. Fotomicrografia de macrófagos peritoneais para a identificação dos 
corpúsculos lipídicos. Em A, macrófagos não infectados, em B macrófagos infectados, 
em C e D macrófagos infectados e tratados com 16 ou 64 µg/mL de PSN-1, 
respectivamente.   Observar em vermelho os corpúsculos lipídicos no citoplasma dos 
macrófagos, mais expressivamente nas células infectadas. As células foram coradas com 





































































Diferentes estudos têm mostrado o potencial microbicida dos peptídeos 
antimicrobianos sobre diversos micro-organismos. O estudo realizado coma 
filosseptina-1 por Kückelhaus (2007) mostrou que esse peptídeo apresentou 
grande potencial leishmanicida quando determinou as concentrações inibitórias, in 
vitro, em cultivos de formas promastigotas L. amazonensis (2 a 64 µg/mL), mas 
até o momento era desconhecido seu efeito nas formas intracelulares. Logo, esse 
estudo buscou determinar o efeito de três concentrações de PSN-1, que inibiram 
o crescimento de cultivos de L. amazonensis em promastigotas (Kückelhaus et al. 
2009), em cultivos de macrófagos infectados com formas amastigotas, que é a 
forma circulante e intracelular no hospedeiro vertebrado, e ainda determinar se 
esse efeito relaciona-se com a produção de espécies reativas de nitrogênio e 
oxigênio (óxido nítrico e peróxido de hidrogênio) bem como com a formação de 
enzimas responsáveis pela produção de eicosanoides (corpúsculo lipídico). 
Com o ciclo biológico da Leishmania sabe-se que logo após a inoculação das 
formas promastigotas pelo flebótomo ocorre a infecção dos macrófagos teciduais, 
então essas formas flageladas transformam-se, dentro de vacúolos parasitóforos 
nas suas formas não flageladas chamadas amastigotas. Neste estudo formas 
amastigotas axênicas foram obtidos por incubação de promastigotas durante 96 
horas a 37 °C (esse tempo foi similar ao encontrado por Teixeira et al. 2002), 
seguindo-se a infecção dos macrófagos pela sua incubação por 8 (oito) horas 
com as formas amstigotas axênicas.  
Estudos anteriores mostraram o efeito leishmanicida da PSN-1 sobre 
formas promastigotas de L. amazonensis em um padrão dose-dependente (Brand 
et al 2006; Kückelhaus et al 2009) , agora este estudo determinou o efeito de três 
diferentes concentrações (2, 16 ou 64 µg/mL), in vitro , em macrófagos infectados 
por formas amastigotas axênicas de L. amazonensis.  
Nossos resultados mostraram que o efeito microbicida da PSN-1 ocorreu 
nas três doses avaliadas reduzindo o índice de infecção de macrófagos, após o 
tratamento ou não com o peptídeo em 52%, 81% ou 96% com 2, 16 ou 64 µg/mL, 
respectivamente. Esse efeito foi observado pela diminuição no percentual de 
macrófagos infectados e também pela diminuição na média de leishmânias 




Estas concentrações causaram redução significativa no percentual de 
células infectadas em um padrão dose-dependente, sem causar danos evidentes 
aos macrófagos, pela microscopia óptica, como lise celular, alterações 
morfológicas, picnose celular ou cariólise. Estudos anteriores demonstraram a 
ausência de toxicidade aguda in vivo da PSN-1, até a dose intravenosa de 32 
mg/kg a camundongos Swiss (Kückelhaus et al. 2007) ou no tratamento in vitro de 
células peritoneais com concentrações superiores a 200 µg/mL (Kückelhaus et al. 
2009). Sabe-se que a membrana de células de mamífero, que são compostas 
principalmente por fosfolípidos neutros, mas com cargas positivas localizadas 
devido à presença de grupos ionizados (Williamson & Schlegel 1994), apresentam 
baixa interação com peptídeos catiônicos. Embora reduzida, essa interação pode 
ocorrer, mas especialmente com o aumento da concentração do peptídeo, 
causando aumento da permeabilidade das membranas celulares e ruptura 
estrutural (Sansom 1993; Dathe et al. 2002; Brand et al. 2006). Os efeitos tóxicos 
de peptídeos antimicrobianos relacionados à sua interação com a membranas 
celulares de mamíferos foi demonstrado para a melitina de abelha (Perez-Paya et 
al. 1994), para a caribdoxina presente no veneno de escorpião (Tenenholz et al.  
2000) e para a temporina-L oriunda da secreção cutânea de anfíbios do gênero 
Rana (Rinaldi et al. 2002). No nosso estudo não foi observado alterações 
morfológicas nos macrófagos até a maior concentração de PSN-1, o que sugere 
que esse peptídeo não causou danos estruturais identificáveis pela microscopia 
óptica aparentes nas membranas dessas células.  
 Os efeitos morfológicos observados para as amastigotas sugerem que a 
interação do PSN-1 com o parasito possa ter ocorrido dentro dos vacúolos 
parasitóforos pela visualização com a microscopia óptica. Possivelmente, o 
peptídeo inicialmente interagiu, por um mecanismo desconhecido, com as 
membranas celulares de macrófagos e, subsequentemente, com a membrana 
celular do parasito, como sugerido por outros peptídeos antimicrobianos (El Amri 
et al. 2006). Também, é possível que o peptídeo tenha interagido com 
receptores/moléculas de superfície dos macrófagos e consequentemente 
endocitado e atuado dentro dos vacúolos parasitóforos sobre as formas 




A atividade antimicrobiana dos peptídeos catiônicos como a PSN-1 tem 
sido associada à presença de fosfolipídeos fortemente carregados com cargas 
positivas, o que lhes permite interagir com as membranas celulares dos 
microrganismos que geralmente apresentam cargas negativas, causando 
alterações na bomba de sódio e potássio, aumento do volume celular e ruptura 
(Dolis et al. 1997; Matsuzaki et al. 1999; IIgoutz & McConville 2001; Guerrero et 
al. 2004; Leite et al. 2005). A permeabilização de membranas de leishmânias por 
filosseptinas foi demonstrada nos estudos de Pinto et al. (2013), em que baixas 
concentrações de PSN-7 (7,86 a 12,85 µM) foi capaz de permeabilizar a 
membrana celular de Leishmania infantum, de forma dependente do tempo até a 
inibição de 95% dos parasitos com 1 (uma) hora de incubação. Segundo Cobb & 
Denny (2010) esses mecanismos microbicidas do peptídeo tendo como alvos 
membranas celulares dos parasitos podem ser vantajosos no controle da doença, 
uma vez que o desenvolvimento de membranas resistentes ou mesmo mudança 
de carga elétrica é desconhecido. 
Embora não tenha sido possível avaliar como a PSN-1 interagiu com as 
membranas celulares das leishmânias, especula-se que os restos de parasitos 
observados no citoplasma dos macrófagos (Figura 7 B e C) resultem da formação 
de poros de forma similar ao modelo de estacas de barril proposto por Ehrenstein 
& Lecar (1977); neste modelo, os poros são formados pela acumulação de 
peptídeos monoméricos, num ponto específico da membrana, culminando com a 
perfuração da bicamada lipídica. 
 A diminuição do índice de infecção observado nas preparações tratadas 
com diferentes concentrações de PSN-1 pode ser explicada pela interferência do 
peptídeo com as vias metabólicas do parasito. Estudos realizados por Guerrero et 
al. (2004) com magaininas, que possuem a mesma conformação em α- hélice que 
as filosseptinas, mostraram que estes peptídeos causaram diminuição na 
produção de trifosfato de adenosina (ATP) em culturas de Leishmania donovani, 
num padrão dose dependente que culminou com a morte dos parasitos. Logo, 
especula-se que a PSN-1, tenha afetado negativamente o processo de 
fosforilação oxidativa e consequentemente a produção de ATP pelas amastigotas, 




 Células fagocitárias como os macrófagos comumente produzem espécies 
reativas por meio de seu sistema enzimático como resposta a infecções, também 
se sabe que vinculada à produção de peróxido de hidrogênio encontra-se a 
produção de espécies reativas de nitrogênio; esses achados foram verificados 
também nesse estudo, em que a infecção por L. amazonensis causou aumento 
na produção tanto de ON como de H2O2. Também, observou-se que a PSN-1 
estimula a produção de ON em todas as concentrações avaliadas, mas não 
interfere na produção de peróxido de hidrogênio, exceto na sua maior 
concentração que inibiu a produção dessa espécie reativa, na comparação com a 
produção basal. 
A influência da PSN-1 na produção de óxido nítrico por macrófagos 
peritoneais foi analisada e os resultados mostraram que tanto a infecção quanto o 
estímulo com LPS, bem como as diferentes concentrações de PSN-1 
aumentaram a produção de ON na comparação com a produção basal. No 
entanto, quando infectados, macrófagos tratados com a menor concentração de 
PSN-1 diminuiu sua produção de ON na comparação com a produção de células 
não infectadas.  
O ON é uma molécula gasosa instável derivada do aminoácido L-arginina 
pela ação da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) nos macrófagos na 
presença de estímulos como INF-ɣ e FNT-α (Brunet 2001). Sabe-se que o ON 
exerce um papel importante no controle de agentes infecciosos como os 
causadores da leishmaniose. Isso foi comprovado nos estudos de Campos et al. 
(2008), em que os maiores índices de infecção de macrófagos de camundongos 
BALB-c por L. brasiliensis foram observados na presença de baixa produção de 
ON. Os estudos sugerem que a gravidade da infecção pela Leishmania spp 
parece estar vinculada à capacidade de produção de espécies reativas de 
oxigênio e de óxido nítrico pela célula infectada (Giudice et al. 2007; Campos et 
al. 2008). Os resultados desse estudo indicaram que a infecção por L. 
amazonensis foi capaz de aumentar a produção de ON, indicando que os 
macrófagos de camundongos Swiss conservam esse mecanismo microbicida 
para o controle da infecção. Na presença da infecção, macrófagos tratados com a 
menor concentração de PSN-1 (2 µg/mL) diminuíram sua produção de ON, na 




competição para a produção de ON entre L. amazonensis e PSN-1, causando 
diminuição dessa molécula.   
Diferentemente do observado para óxido nítrico, a produção de peróxido 
de hidrogênio não foi afetada pelo estímulo com as menores concentrações de 
PSN-1, no entanto a maior delas (64 µg/mL) causou redução dessa espécie 
reativa, na presença ou não da infecção, quando comparada com a produção 
basal. O H2O2 é formado a partir da dismutação espontânea de íon superóxido 
(O2-) que, por sua vez, é produzido pela enzima NADPH oxidase e oxigênio; sua 
formação se dá pelo aumento de consumo de oxigênio pelas mitocôndrias e está 
relacionada à endocitose de micro-organismos (Pick & Keisari 1980; Martino & 
Castello 2011). 
Em conjunto, os resultados obtidos para ON e H2O2 permitem supor que 
as diferentes concentrações do peptídeo podem interferir nas vias metabólicas 
que geram radicais livres, como a fosforilação oxidativa, ou mesmo sobre a 
ativação das vias de produção de substâncias antioxidantes; também, é possível 
que a PSN-1 atue em vias transcricionais que culminam: ou com o aumento da 
expressão da enzima óxido nítrico-sintase induzível (iNOS) causando aumento na 
produção de ON, à semelhança do que foi observado para a cecropina-A e um 
derivado da melitina (Velasco et al. 1997), ou com a inibição do complexo 
enzimático NADPH oxidase, ou mesmo da SOD, que catalisa a redução do 
oxigênio molecular (O2) para ânion superóxido (O2-) e H2O2 (Griendlink & Ushio-
Fukal 1998), a exemplo do observado para a maior concentração de PSN-1 (64 
µg/mL). 
A análise dos corpúsculos lipídicos também foi objeto desse estudo, tendo 
em vista o seu aumento está relacionado à resposta inflamatória contra os micro-
organismos intracelulares. Os resultados indicaram que a infecção por L. 
amazonensis causou aumento no índice corpuscular, porque aumentou a média 
de corpúsculos presentes nos macrófagos, sem, contudo aumentar o percentual 
de macrófagos que expressavam corpúsculos. O tratamento com PSN-1, de 
macrófagos infectados com as leishmânias aumentou o índice corpuscular com a 
menor concentração do peptídeo (2 µg/mL) devido ao aumento no percentual de 




índice corpuscular, o tratamento com 16 µg/mL também aumentou o percentual 
de macrófagos que exibiam corpúsculos lipídicos.  
O aumento no índice corpuscular observado para a infecção evidencia o 
papel dessas estruturas no mecanismo de controle da infecção por leishmânias 
pelos macrófagos. Também, o aumento desse índice observado para a menor 
concentração de PSN-1 (2 µg/mL) sugere que o peptídeo pode interferir em vias 
trancricionais que culminam com a formação de citocinas pelos macrófagos. 
Sabe-se que na presença de citocinas, bem como quimiocinas e LPS os 
macrófagos rapidamente formam corpúsculos lipídicos (Pacheco et al. 2002).  
Os resultados encontrados nesse estudo para a PSN-1 mostraram que o 
peptídeo pode influenciar na resposta contra infecção pela L. amazonensis em 
células de mamíferos, pois diminuiu a infecção dos macrófagos e afetou a 
produção das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e na formação dos 
corpúsculos lipídicos, indicando que o peptídeo pode atuar na modulação da 
resposta imunológica na leishmaniose.  
Embora as maiores concentrações da PSN-1 mostrassem maior eficácia 
na eliminação do parasito, nossos dados contribuíram para demonstrar de forma 
inédita o efeito microbicida nas formas intracelulares de L. amazonensis de um 
peptídeo antimicrobiano catiônico e estrutura secundária em α-hélice.  
Os resultados desse estudo apontam para novos ensaios que visem a 
elucidar o mecanismo de interação do peptídeo com as membranas celulares 
tanto dos parasitos quanto das células de mamíferos, bem como para esclarecer 
os mecanismos microbicidas do peptídeo dentro de vacúolos parasitóforos ou 
mesmo, como esse peptídeo interage com os macrófagos favorecendo a 
eliminação dos parasitos via efeito imunomodulatório.  Também, a quantificação 
da produção de citocinas relacionadas às respostas tipo Ta1 e Ta2 e dos 
mediadores da inflamação como o inflamassoma (IL-1β), prostraglandinas e 
leucotrienos pelas vias COX (cicloxigenase) e LOX (lipoxigenase) pode auxiliar na 
elucidação do efeito microbicida, bem como esclarecer como as vias celulares se 
comportam na presença do peptídeo. Logo, como perspectiva sugere-se a 
continuidade das pesquisas com a PSN-1 que até o momento é considerado um 
composto promissor no desenvolvimento de uma nova droga aplicável no 











































Os resultados obtidos nesse estudo para avaliar o efeito microbicida de 
diferentes concentrações de PSN-1, em cultivos de macrófagos infectados com 
formas amastigotas de L. amazonensis, e se esse efeito relaciona-se com a 
produção dos radicais de oxigênio ou com a formação de corpúsculo lipídico 
estão sumarizados abaixo. 
 
1. As três concentrações de PSN-1 (2, 16 ou 64 µg/mL) diminuíram o índice de 
infecção de macrófagos por L. amazonensis em 52%, 81% ou 96%, 
respectivamente na comparação com o controle basal; 
 
2. As três concentrações de PSN-1 (2, 16 ou 64 µg/mL) diminuíram o percentual 
de macrófagos infectados por L. amazonensis na comparação com o controle 
basal; 
 
3. A concentração de 64 µg/mL de PSN-1 reduziu a média de leishmânias 
ingeridas na comparação com o controle basal; 
 
4. As três concentrações de PSN-1 (2, 16 ou 64 µg/mL) aumentaram a produção 
de ON, em cultivos não infectados de macrófagos na comparação com a 
produção basal; 
 
5. As três concentrações de PSN-1 (2, 16 ou 64 µg/mL) aumentaram a produção 
de ON, em cultivos de macrófagos infectados com L. amazonensis na 
comparação com a produção basal; 
 
6. O tratamento de macrófagos infectados com L. amazonensis com 2 µg/mL de 
PSN-1 diminuiu a produção de ON na comparação com os macrófagos 
infectados; 
 
7. A concentração de PS-1 64 µg/mL de PS-1 diminuiu a produção de H2O2, em 
cultivos de macrófagos infectados ou não com L. amazonensis, na 




8. O tratamento com PSN-1, de macrófagos infectados com L. amazonensis 
aumentou o índice corpuscular com a menor concentração do peptídeo (2 
µg/mL) pelo aumento no percentual de macrófagos que expressavam 
corpúsculos lipídicos; 
 
9. O tratamento com 16 µg/mL de PSN-1 aumentou o percentual de macrófagos 
que exibiam corpúsculos lipídicos. 
 
Em conjunto, o efeito das diferentes concentrações de PSN-1 nas formas 
amastigotas de L. amazonensis indicou o potencial desse peptídeo no tratamento 
da leishmaniose. Os resultados mostraram que o efeito microbicida ocorreu em 
um padrão dose-dependente, em que a concentração máxima (64 µg/mL) foi 
capaz de reduzir em 96% o índice de infecção dos macrófagos, após 2 horas de 
incubação com o peptídeo. Apesar de promissores, mais estudos, in vitro e in 
vivo, em modelos animais são necessários para esclarecer os mecanismos de 
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Líquido de Türk  
Ácido acético glacial________________________________ 1,5 mL  
Violeta de genciana a 1% ____________________________1,0 mL  
Água destilada_____________________________________ 100 mL 
 
Solução de nigrosina 0,05%  
Nigrosina__________________________________________ 0,05 g  
Tampão fosfato_____________________________________ 100 mL  
Filtrar e colocar em frasco âmbar  
Estocar a 4°C  
 
Solução Salina Tamponada com fosfato (STF) pH 7,2, 153 M (1x)  
Na2HPO4 anidro (mm: 141,96 g/mol)_____________________ 8,15 g  
KH2PO4 anidro (mm: 136,10 g/mol)______________________ 2,45 g  
NaCl (mm: 58,44 g/mol)_______________________________ 4,50 g  
Água destilada______________________________________ 1000 mL 
 
Meio de cultura RPMI 1640, PH 7,2, 1640  
 
a) Meio estoque  
 
Meio RPMI 1640, PH 7,2, (Sigma)_______________________ 10,4 g  
Tampão Hepes (Sigma, mm: g/mol)______________________ 5,96 g  
Hipoxantina_________________________________________ 2,50 mg  
Gentamicina________________________________________ 25,0 mg  
Água bidestilada_____________________________________ 1000 mL  
Filtrar em membrana de 0,22 µL Guardar a 4°C por um mês  
 
b) Meio RPMI 1640, pH 7,2 (incompleto)  
RPMI 1640, PH 7,2, 1640 (sol. Estoque)___________________ 97,36 mL  
NaH2CO3 7,5%_______________________________________ 2,64 µL 
 
c) Meio RPMI 1640, pH 7,2, (completo)  
RPMI 1640, PH 7,2, 1640 (sol. Estoque)___________________ 87,36 mL  
NaH2CO3 a 7,5%_____________________________________ 2,64 mL  
Soro fetal bovino_____________________________________ 10,0 mL 
 
Bicarbonato de sódio 7,5%  
Pesar 7,5 g de bicarbonato de sódio  
Dissolver em 100 mL de água bidestilada  
Filtrar com filtro 0,02 µm  
 
Solução de vermelho de fenol 0,028 M  
 
a) Solução estoque:  
Vermelho de fenol (Merck)______________________________ 9,92 g  
Água bidestilada_____________________________________ 1000 mL  




Peroxidase (85unidades)______________________________ 200 µL  
Vermelho de fenol ___________________________________200 µL  
Tampão fosfato_____________________________________ 9,6 mL 
 
Solução de Greiss  
 
a) Solução estoque:  
Solução estoque de sulfanilamida a 2% em H3PO4 a 5%  
Sal sulfanilamida (Sigma)_____________________________ 500 mg  
H3PO4 a 5%________________________________________ 25 mL  
(2,5 mL H3PO4 + 47,5 mL de H2O bidestilada)  
NEED 0,2%  
N-1-naphtylethylenediamine (Sigma)_____________________ 50 mg  
Água bidestilada_____________________________________ 25 mL  
 
b) Solução de uso:  
Sulfanilamida 2%____________________________________ 10 mL  
NEED 0,2%________________________________________ 10 mL  
OBS: Preparar 1 hora antes do término do período de incubação 
 
Óleo Vermelho (Oil Red O®) 
 
a) Solução Estoque: 
Dissolver 0,5g de óleo vermelho (Oil Red®) em 80mL de álcool isopropílico 
levemente aquecido em banho-maria 56ºC (Overnight). 
Completar o volume com 20mL de álcool isopropílico e homogeneizar levemente 
a solução. 
Filtrar com filtro de papel número 1 e conservar em temperatura ambiente. 
 
b) Uso: 
Diluir 15 ml do estoque em 10mL de água destilada. 
Deixar descansar por 10 minutos em temperatura ambiente. 
Filtrar com filtro de 0,22µm 
 




Misturar e aquecer a 65ºC sem deixar ferver 
Colocar algumas gotas de NaOH 40% até a solução ficar límpida 
Deixar esfriar e guardar sob refrigeração a 4ºC 
 
Paraformaldeído 4% (Uso): 
 
Diluir com STF 1x (7ml de PFA 40% + 63mL de STF1x) 





Álcool Isopropílico a 60%:  
Álcool isopropílico___________________________________60 mL 













































































Tabela 3. Efeito microbicida da PSN-1 nas formas amastigotas de L. 






Índice de Infecção (II) 
Grupos 
 
Controle 2µg/mL 16 µg/mL 64 µg/mL 




Animal 2 101,97 21,46 5,5 0 
 
Animal 3 84,82 63,22 15,93 2,49 
 
Animal 4 44,22 28,49 20,93 5 
 
Animal 5 85,84 44,89 4,5 2 
 
Animal 6 131,1 43,35 22,41 4,48 
 
Animal 7 89,3 33 18 4,48 
 
Animal 8 71,36 22,95 25 20,48 
 
% de Macrófagos infectados 
Grupos 
 
Controle 2µg/mL 16 µg/mL 64 µg/mL 



























































































Média de Leishmanias por macrófago (X) 
Grupos 
 
Controle 2µg/mL 16 µg/mL 64 µg/mL 




































































Tabela 4. Efeito da PSN-1 sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos 






















Produção de óxido nítrico (µM) 
Grupos 
 
Basal LPS 2µg/mL 16 µg/mL 64 µg/mL 




















































































Tabela 5. Efeito da PSN-1 sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos 






















Produção de óxido nítrico (µM) 
Grupos 
 
Leishmania 2µg/mL 16 µg/mL 64 µg/mL 



































































Tabela 6. Efeito da PSN-1 sobre a produção de peróxido de hidrogênio por 























Produção de peróxido de hidrogênio (µM) 
Grupos 
 
Basal PMA 2µg/mL 16 µg/mL 64 µg/mL 



















































































Tabela 7. Efeito da PSN-1 sobre a produção de peróxido de hidrogênio por 






















Produção de peróxido de hidrogênio (µM) 
Grupos 
 
Leishmania 2µg/mL 16 µg/mL 64 µg/mL 
























































Animal 8 2,17 
 
2,45 
 
2,31 
 
1,79 
 
